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ОТСУТСТВИЕ У ПРИРОДНЫХ САХАРОМИЦЕТОВ 
Ту ЭЛЕМЕНТОВ И 2 мкм ДНК 
С. А. Булат 
Введение. В геноме дрожжей Saccharomyces cerevisiae присутствуют 
локализованные в хромосомах перемещающиеся элементы — Ту транс-
позоны [1—3] и экстрахромосомный элемент специфической структу-
р ы — 2 мкм плазмида [4, 5]. Первая группа элементов (транспозоны) 
является, по-видимому, обязательной компонентой генома всякой эука-
риотической клетки, вторая ж е — 2 мкм Д Н К , может рассматриваться 
как элемент, специфичный для дрожжей [4—8]. Поскольку биологиче-
ская роль этих элементов в д р о ж ж а х остается нераскрытой, несмотря 
на интенсивные исследования, мы будем называть их криптическими 
генетическими элементами дрожжей. 
Д л я решения проблемы биологической значимости криптических 
генетических элементов представляется важным дополнить молекуляр-
но-генетическое их изучение в д р о ж ж а х S. cerevisiae филогенетическим 
и экологическим аспектами, т .е . расширить круг организмов — объек-
тов исследования с учетом их родства и биологических связей и исполь-
зовать метод трансгенеза элементов. В соответствии с этим планом на-
ми начата работа по изучению распространения известных криптиче-
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ских элементов генома 5. cerevisiae в родственных видах дрожжей. 
Первые результаты такого анализа, в котором использовали различные 
по происхождению штаммы природных дрожжей-сахаромицетов S. ier-
restris, приведены в настоящем сообщении. 
Материалы и методы. Ш т а м м ы д р о ж ж е й . В работе использовали штаммы 
трех видов дрожжей-аскомицетов , два из которых относятся к сахаромицетам. 
5 . cerevisiae: штамм ТП-8-9 (генотип [cir°] МАТа 1еи2-3, 112 игаЗ-160, 180; со-
д е р ж и т в I хромосоме встроенную эписомную плазмиду pYF91 [9] с нормальной 
аллелью гена LEU2 [10]; происходит из спорового клона межлинейного гибрида между 
гатчинскими и зарубежными лабораторными линиями) ; штамм 15В-4П (генотип [сіг+] 
МАТа, принадлежит к Петергофским генетическим линиям д р о ж ж е й и происходит из 
отселектированной на фертильность линии XI17, которая , в свою очередь, берет начало 
от производственного штамма) [11]. 
5 . terrestris: штаммы 1-ЗА, 2-2D, З-ЗА, 4-2В, 5-4В и 6-ЗА (моноспоровые культуры 
гомоталличных прототрофов, выделенных из почв V. Jensen [12]; штамм В К М 
Y-2472-4C (моноспоровая культура гомоталличного прототрофа, выделенного В. И. Го-
лубевым из почв Подмосковья [13] ) ; штамм CBS5829 (гомоталличный прототроф; ус-
ловия выделения неизвестны). 
Все штаммы vS. terrestris любезно переданы Г. И. Наумовым ( В Н И И генетики и 
селекции промышленных микроорганизмов) . 
Yarrowia lipolytica: штамм Н222 (гаплоидный прототроф) ; любезно передан 
Г. Бартом (коллекция Ц И М Е Т АН Г Д Р ) . 
Д л я культивирования всех д р о ж ж е в ы х штаммов использовали среду A P D (0,5 %-
ный д р о ж ж е в о й автолизат ; 1 %-ный бактопептон; 2 %-ная глюкоза) . Геномную Д Н К 
д р о ж ж е й выделяли по [14] из клеток в логарифмической стадии роста. 
З о н д ы д л я г и б р и д и з а ц и и . Г//-зонд. Сконструирован на основе д р о ж ж е в о -
го транспозона класса 2 (Ту 1-17 [ 1 ] ) , часть которого присутствует в составе плаз-
миды pYF91 [9] . Плазмида рестрицирована Hindi II-\-Sail, и фрагмент размером 
•— 1,2 тысяч пар иуклеотидов (т. п. н.), покрывающий внутреннюю часть транспозона 
(без дельта последовательности) , был извлечен из геля [15] и клонирован в полилин-
кер плазмиды pUC 19 [16]. 
2 м к м Д Н К - з о н д . Использовали плазмиду ocpl, состоящую из полной 2 мкм 
Д Н К , клонированной в EcoRI сайт pBR322 (сконструирована и любезно передана 
В. J1. Ларионовым, И Н Ц АН С С С Р ) . 
Д л я конструирования и размножения плазмид использовали штамм Е. coli 
Η В101 [15]. Плазмидную Д Н К выделяли по [17]. 
Г и б р и д и з а ц и я . Геномную Д Н К д р о ж ж е й , рестрицированную В а т Н І или 
EcoRI, фракционировали гель-электрофорезом в 0,8 %-ной агарозе, переносили па нит-
роцеллюлозные фильтры ( S / S ВА85) [18] и гибридизовали с ник-транслированным [15] 
зондом ( [ а - 3 2 Р ] d C T P или [ос-32Р] dTTP; (1—3) -107 имп· мин" 1 · мкг~· Д Н К ) в средних 
(30 %-ный формамид, 42 °С [19]) или жестких (65 °С) [20] условиях. После отмывки 
фильтры экспонировали на пленке РТ-1 (—20 °С, 1—2 сут) в присутствии усиливающих 
экранов. 
Результаты. Прежде чем исследовать природные сахаромицеты 
на наличие в их геноме Ту элементов, необходимо было проверить, от-
вечает ли сконструированный нами Ту-зонд требованию универсальной 
гомологии с дрожжевыми трапепозопами. Как описано выше, этот зонд 
был создан на основе транспозона класса 2, копии которого составляют 
меньшинство в общем числе дрожжевых транспозонов [1]. Однако, 
поскольку была взята внутренняя часть Ту1-17 элемента, которая счи-
тается общей для обоих классов Ту элементов [1], предполагалось, что 
зонд мог бы быть универсальным. Д л я оценки специфичности Ту-зонда 
Hindlll-Sall фрагмент Ту1-17 элемента был ник-транслирован и исполь-
зован в гибридизации с иммобилизованной на фильтре геномной Д Н К 
трех разных видов дрожжей (рис. 1). Позитивные сигналы в виде хо-
рошо различимых И —13 полос были получены для Д Н К штамма 
ТП-8-9 S. cerevisiae, расщепленной рестриктазами BamHI и EcoRI. 
Число гибридизовавшихся фрагментов в обоих случаях было сходным, 
тогда как их расположение в геле, т. е. размеры,— различными. Д л я 
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Д Н К , рестрицированной EcoRI, размеры фрагментов доходили до 
2 т. п. н. и д а ж е менее, В а т Н І — более 4 т. п. н. Такое распределение 
фрагментов по размеру можно объяснить, допустив, что использован-
ный Ту-зонд действительно является универсальным, т. е. способен гиб-
ридизоваться с последовательностями транспозонов обоих классов. Это 
следует из того факта, что транспозоны класса 2 не содержат внут-
реннего EcoRI сайта [1] и потому не могут давать позитивно гибриди-
зующихся фрагментов Д Н К , рестри-
цированной EcoRI, размером менее 
5—6 т. п. и. Таким образом, скон-
струированный нами Ту-зонд мог 
Рис. 1. Гибридизация геномной Д Н К трех 
видов д р о ж ж е й с мечеными Hindlll-Sall 
фрагментом Τ у 1-17 Д Н К (Гг/-зонд) и Д Н К 
фага λ: 1, 8 — λ JXHK-Hindlll маркеры мо-
лекулярной массы (23,1; 9,4; 6,6; 4,4; 2,3; 
2,0 т. п. н.); 2, 4 — Д Н К У. lipolytica 
(штамм Н222), рестрицированная В а т Н І и 
EcoRI соответственно; 3, 5 — Д Н К 5. cere-
visiae (штамм ТП-8-9), рестрицированная 
BatnHI и EcoRI соответственно; 6 — Д Н К 
5. cerevisiae (штамм 15В-П4), нерестрици-
рованная; 7 — Д Н К 5. terrestris (штамм 
CBS5829), нерестрицированная 
Fig. 1. Hybr idiza t ion of three yeas ts genomic 
DNAs with the labelled Hindlll-Sall f r ag-
ment of TyI-17 of DNA (T^-sound) and the 
λ DNA 
быть использован для идентификации гомологичных последовательно-
стей транспозонов. Более того, из-за малого размера зонда число пози-
тивных полос, которые можно получить с его участием, должно соот-
ветствовать количеству копий гомологичных транспозонов в геноме. 
В рассмотренном эксперименте гибридизовалась также нерестрици-
рованная геномная Д Н К прототрофиого штамма 15В-П4 дрожжей 
5. cerevisiae (рис. 1), что хорошо согласуется с ожидаемым результа-
том. Однако для геномной Д Н К штамма CBS5829 дрожжей S. terrest-
ris, как и Д Н К дрожжей У. lipolytica, взятой для негативного контро-
ля, не было получено положительного сигнала при гибридизации, что 
может указывать на отсутствие в этих д р о ж ж а х последовательностей, 
гомологичных Ту элементам. 
Д л я получения статистически достоверного результата геномная 
Д Н К восьми различных штаммов S. terrestris была перенесена па 
фильтр и использована в гибридизации с ник-транслированной Д Н К 
того же Ту-зонда. В результате ни в одном из штаммов 5. terrestris 
не было обнаружено позитивных сигналов, тогда как в контроле (два 
штамма 5. cerevisiae) соответствующие сигналы в области высокомо-
лекулярной Д Н К были получены (рис. 2). Таким образом, нам удалось 
показать, что в геноме дрожжей 5. terrestris отсутствуют последова-
тельности, гомологичные Ту элементам, и, следовательно, нет самих 
Ту элементов. По этому признаку два вида сахаромицетов явно раз-
личаются. 
Геномная Д Н К тех же восьми штаммов 5. terrestris была провере-
на па присутствие последовательностей, гомологичных 2 мкм Д Н К 
дрожжей S. cerevisiae. В качестве 2 мкм ДНК-зопда использовали ник-
трапелировапную плазмиду осрі. Д л я контроля были взяты два штам-
ма 5. cerevisiae, один из которых (ТП-8-9) был [cir°] -генотипа, по 
содержал встроенную эписомную (т. е. содержащую фрагмент 2 мкм 
Д Н К ) плазмиду, а другой (15В-П4) — [cir+] -генотипа (по данным гель-
электрофореза) . И вновь позитивные сигналы были получены лишь для 
Д Н К дрожжей S. cerevisiae (рис. 3). При этом для штамма ТП-8-9 
БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА,—1988.—Т. 4, № 3 159 
был выявлен лишь один слабой интенсивности сигнал в области высо-
комолекулярной Д Н К , что согласуется с природой этого штамма и его 
[cir°] -генотипом. Д л я штамма 15В-П4 были обнаружены многочислен-
ные интенсивные сигналы-полосы, по размерам и взаиморасположению 
соответствующие различным формам мономера и мультимерои 2 мкм 
шгазмиды. Таким образом, мы не обнаружили в геноме 5. terrestris 
последовательностей, гомологичных 2 мкм Д Н К , и, следовательно, 
Рис. 3. Гибридизация геномной 
Д Н К д р о ж ж е й 5. terrestris с ме-
ченым 2 мкм ДНК-зондом (ocpl -
плазмида) : 1—8 — Д Н К штаммов 
5 . terrestris (см. рис. 2 ) ; 9 — Д Н К 
5. cerevisiae (штамм Τ Π-8-9) \ 
10 — Д Н К 5. cerevisiae (штамм 
15В-П4) 
Fig. 3. Hybr id iza t ion of the 5 . ter-
restris yeast s t ra ins genomic DNAs 
with the labelled 2 μιη DNA-sound 
(ocpl p lasmid) 
в этих д р о ж ж а х нет 2 мкм плазмид. По этому признаку дрожжи S. ce-
revisiae и 5. terrestris тоже различаются. 
Обсуждение. Природные дрожжи-сахаромицеты выделены в отдель-
ный вид 5. terrestris (или 5. paradoxus) в основном по критерию не-
жизнеспособности спорового потомства гибридов между ними и дрож-
жами S. cerevisiae [21—23]. Других строгих доказательств их иной 
видовой принадлежности нет, что связано с отсутствием универсального 
видового критерия, равно применимого ко всем организмам безотноси-
тельно способов их размножения [24]. 
Мы полагаем, что криптические элементы генома дрожжей и эука-
риот в целом (в первую очередь транспозоны) могут иметь отношение 
к видовым различиям и в определенном смысле служить индикаторами 
видового статуса. Поиск генетических элементов, присутствие или от-
сутствие которых коррелировало бы с видовым сходством или разли-
чием, поможет выяснить биологическую роль этих элементов для эука-
риотической клетки и, возможно, прояснит молекулярную основу видо-
образования. 
В данной работе сделана первая попытка такого рода. Взяты два 
близкородственных вида дрожжей-сахаромицетов, и их геномы проана-
лизированы на содержание известных криптических элементов дрож-
жей 5. cerevisiae— Ту элементов и 2 мкм Д Н К . Оказалось, что в дрож-
ж а х S. terrestris эти элементы отсутствуют. Означает ли это, что полу-
чены строгие доказательства различной видовой принадлежности двух 
близких сахаромицетов, пока не ясно по двум причинам. Во-первых, 
мы не знаем есть ли в геноме 5. cerevisiae криптические элементы 
S. terrestris, которые еще не идентифицированы. Во-вторых, нельзя 
исключить существования гомологии между Ту элементами и неизвест-
ными элементами S. terrestris на уровне их белковых продуктов, ибо 
известно, что и сами дрожжевые транспозоны не полностью гомологич-
ны на уровне Д Н К [24]. 
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Рис. 2. Гибридизация геномной Д Н К 
д р о ж ж е й S. terrestris с меченым Ту-
зондом (pUC19-Ty фрагмент) : 1—8 — 
Д Н К штаммов S. terrestris 1-ЗА, 
2-2D, З-ЗА, 4-2В, 5-4В, 6-ЗА, ВКМ 
Y-2472-4C, CBS5829 соответственно; 
9 — Д Н К 5. cerevisiae (штамм 15В-
П4)\ 10 — Д Н К cerevisiae (штамм 
ТП-8-9) 
Fig. 2. Hybr id iza t ion of the S. terrestris yeast s t r a ins genomic DNAs with the labelled 
T^-sound (pUC19-Ty f r a g m e n t ) 
Отсутствие Ту элементов у 5. terrestris не продвигает также реше-
ния вопроса о происхождении Ту транспозонов. Наиболее популярная 
гипотеза говорит о происхождении дрожжевых транспозонов от ретро-
вирусов [25]. Мы, однако, придерживаемся иного взгляда, согласно 
которому возникновение транспозонов связывается с появлением пер-
вой эукариотической клетки. Предковые транспозоны как неотъемле-
мая часть эукариотического генома, раз появившись, далее претерпе-
вали эволюционные изменения, которые могли сопровождать видовые 
различия или лежать в их основе. В ходе этих изменений, относитель-
но независимых от остальной части генома, транспозоны стали Ту эле-
ментами в д р о ж ж а х 5. cerevisiae, а в 5, terrestris могли стать чем-то 
иным, не гомологичным Ту транспозонам. Как уже подчеркивалось, 
необходимо иметь в виду, что сходство между элементами может со-
храняться на уровне их белковых продуктов. 
Выявленное нами различие не представляет собой уникального 
явления среди других родственных видов организмов. Известно, что у 
Drosophila melanogaster есть ряд транспозонных семейств, по которым 
этот вид пе только отличается от близкого к нему D. erecta [27], но и 
•сам может быть разделен на природные и лабораторные популяции 
[28, 29]. 
Полученные в работе данные по отсутствию 2 мкм Д Н К У 5. ter-
restris, на наш взгляд, не могут быть привлечены к обоснованию видо-
вых различий. Известны случаи спонтанной потери 2 мкм плазмиды 
у 5. cerevisiae, что, тем не менее, не вызывает очевидных изменений 
в клеточном цикле и видовом статусе [cir°] -штаммов [4]. Плазмиды 
дрожжей, подобные 2 мкм Д Н К , могут быть вовлечены в механизмы 
повышения эффективного использования дрожжевыми популяциями 
условий своего существования (адаптации) . Этот вопрос, однако, тре-
бует специального изучения. 
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We have ana lyzed the sp read ing of the well-s tudied repeti t ive e lements of S. cerevisiae 
genome (Ту e lements and 2 μπι DNA) in the related na tu ra l species of «S. terrestris. 
None of the homologous DNA sequences were found in d i f ferent i sola tes of S. terrestris. 
The result is discussed in t e rms of hypothes is about the eukaryot ic repeti t ive e lements 
role in the species molecular de te rmina t ion . 
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